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Resumen 
 
Con el objetivo de evaluar el desempeño de un nuevo diluyente para 
semen porcino se  procesaron 108 eyaculados  de 9 sementales de la 
raza Large White, seleccionándose 91 eyaculados que tenían valores 
iguales o superiores a 70% de motilidad y 91 % de integridad del 
acrosoma, para su dilución en tres diferentes medios (DICIP, D16 Y 
BTS), para la fertilidad se utilizaron hembras de segundo y tercer 
parto sincronizadas con gonadotropina serica (PMSG) en dosis de 
1000 UI inseminándose a las 72 y 84 horas No se encontraron 
diferencias significativas en el porcentaje de motilidad entre los 
diluyentes  D16 y  BTS hasta las 72 horas, a diferencia del DICIP, en 
el cual la motilidad disminuyó  significativamente (p<0.001), respecto 
al control, a partir de las 24 horas, las reducciones en el porcentaje 
de motilidad a las 72 horas, fueron de 45.88, 14.75 y 15.75 para el 
DICIP, D16, y BTS, respectivamente. Al referirnos al daño en la 
integridad del acrosoma se observó un incremento del mismo en el 
medio DICIP (35.85%) a las 72 horas, con diferencia significativas 
(p<0.001) respecto al control, mientras que el diluyente D16, no 
difirió significativamente del control a las 72 horas  (15.88 y 16.03 
%,   respectivamente). En la prueba de fertilidad entre los diluyentes 
D16 – BTS, se encontró diferencias significativas (p<0.001) (86,4 y 
71,9) respectivamente, no observandose diferencias respecto a las 
crías por parto. Para el procesamiento estadístico de los datos se 
utilizó un paquete  estadístico (SAS).   
 
Palabras claves: diluyentes porcinos, integridad acrosómica, 
motilidad  espermática 
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Abstract 
 
The performance of a new extender for boar semen was assessed by 
processing 91 ejaculates of 9 Large White boars with values similar or equal 
to 70% motility and 91% acrosome integrity.  The ejaculates were diluted 
in three different media (DICIP, D16 and BTS) for their preservation for 
three different intervals (24, 48 and 72 hours), for determining the fertility 
of the extender, females in their second and third farrowings, were used.  
They were synchronized with seric gonadotropine (PMSG) in dosages of 
1000 IU and inseminated after 72 and 84 hours.  There were no significant 
differences in motility percentage between D16 and BTS extenders at 72 
hours, differing from DICIP which showed significant (p<0.001) motility 
decrease, with respect to the control (BTS) throughout all the study.  The 
percentages of motility reduction at 72 hours were 45.88, 14.75 and 15.75 
for DICIP, D16 and BTS, respectively.  Damage percentage to acrosome 
integrity was higher in DICIP (35.85%) medium at 72 hours, with significant 
(p<0.001) difference regarding the control.  The D16 extender did not differ 
significantly from the control at 72 hours, for the damage percentage to 
acrosome integrity. In the fertility test, there were significant (p<0.001) 
differences on comparing the D16 and BTS (85.8 and 71.4, respectively) 
extenders.  There were no differences regarding the number of piglets born 
alive per litter. 
 
Key words:  boar semen extenders, acrosome integrity, spermatic motility 
 
 
Introducción 
Una de las problemáticas fundamentales en la inseminación porcina 
en Cuba, es la reducción de la fertilidad de las dosis de semen  a 
medida que aumenta el período de conservación de las mismas. 
Jonhson y col. (1998) plantean  que  la  fertilidad  del  semen   
porcino  conservado  está  muy influenciada  por la calidad  del   
semen puro, el número de espermatozoides por dosis y la 
composición del diluyente utilizado, Asimismo Weitze (1990) afirma 
que la capacidad fertilizante del semen diluido, independientemente 
del diluyente usado, estará severamente reducida cuando el 
almacenaje excede las 72 horas.  
Internacionalmente se han empleado varios tipos de diluyentes para 
la conservación del semen refrigerado, obteniéndose los mejores 
resultados con los diluyentes Kiev (Jonhson y col, 1982) y Beltsville 
Thaw  Solution (BTS) (Aalbers y col., 1983; Weitze, 1990 y  Gadea, 
2003). Todos estos diluyentes tienen en común, que están 
formulados para mantener la capacidad fertilizante de los 
espermatozoides durante varios días. (Dubé y col., 2004) 
En las condiciones actuales de la producción porcina nacional, se hace 
necesario, el traslado desde los centros que producen  las dosis de 
semen hasta las granjas porcinas, las cuales se encuentran dispersas 
en el territorio nacional, lo provoca que dichas dosis, en ocasiones REDVET. Revista electrónica de Veterinaria. ISSN: 1695-7504 
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deben de ser conservadas por un tiempo mayor de 24 horas. Además 
es muy  frecuente  tener que inseminar los fines de semana, cuando 
los centros que producen las dosis seminales se encuentran cerrados, 
por lo que es necesario utilizar el semen entre 24 y 72 horas después 
de diluido. Ante esta situación se hace imperioso encontrar un 
diluyente que mantenga el semen con una óptima capacidad 
fertilizante, hasta las 72 horas posteriores a su dilución. 
 El objetivo de este trabajo es evaluar un nuevo diluyente para semen 
porcino refrigerado D16 (Hernández y col, 2005), con respecto al 
diluyente DICIP (Del Toro 1995) que es el más empleado en Cuba en 
la actualidad y al diluyente BTS (Pursel y col, 1975) de uso 
internacional, en cuanto a su capacidad para mantener la fertilidad 
del semen hasta 72 horas después de diluido. 
 
Introduction 
 
One of the main problems posed by pig insemination in Cuba, is the fertility 
reduction of semen doses as their preservation period increases.  Johnson y 
col., (1998) state that fertility of preserved boar semen is closely influenced 
by the quality of the pure semen, the number of spermatozoa per dosage 
and the composition of the extender used.  Likewise, Weitze (1990) 
indicates that the fecundity capacity of the diluted semen, regardless the 
extender used, will be severely reduced when storage exceeds 72 hours. 
 
Internationally, various types of extenders have been used for the 
preservation of  refrigerated semen, and the best results were obtained with 
the Kiev extender (Johnson y col., 1982) and Betlsville Thaw Solution (BTS) 
(Aalbers y col., 1983; Weitze, 1990 and Gadea 2003).  All these extenders 
have in common that they are formulated to maintain spermatozoa 
fecundity capacity for various days (Dubé y col., 2004). 
 
Under present home pig production conditions, the transfer of semen 
dosages from the producing centres to pig farms, which are scattered 
throughout the national territory, is necessary.  Though, in some instances 
such dosages, must be preserved for a period of time longer than 24 hours.  
Also, there is frequently the need of  inseminating on weekends, when the 
centres producing the seminal dosages are closed.  Thus, the use of semen 
24 and 72 hours after dilution, is necessary.  Considering this situation, 
there is the urgent need of finding an extender that would maintain the 
semen with an optimum fecundity capacity until 72 hours after dilution. 
 
The objective of this paper was to evaluate a new extender (D16) for 
refrigerated boar semen (Hernández y col., 2005), compared to the DICIP 
extender (Del Toro 1995) which is the most widely employed in Cuba at 
present and to the thaw solution BTS (Pursel y col., 1975), as for its 
capacity of maintaining semen fertility until 72 hr after dilution. 
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Materiales y Métodos 
En el laboratorio de tecnología del semen del Centro de 
Investigaciones para la Mejora Animal, se procesaron 108 eyaculados  
procedentes de 9 sementales porcinos de la raza Large White, los 
parámetros seminales analizados para cada eyaculado fueron: 
volumen, motilidad, concentración espermática y el daño en la 
integridad del acrosoma. 
La colecta del semen se realizo dos veces por semana mediante el 
método de mano enguantada, con un maniquí. El eyaculado se 
recogió y filtró en un vaso de precipitado con doble gasa, para 
eliminar partículas contaminantes y secreciones de la glándula de 
Cowper. Posteriormente se colocó en el interior de un termo a una 
temperatura de a 37°C.  
Inmediatamente después, de la colecta, se determinaron en el 
laboratorio los siguientes indicadores del semen: volumen mediante 
una probeta graduada (ml), motilidad (%) por  valoración  al 
microscopio con una platina caliente (37º C) a  un aumento de 100 x, 
concentración espermática ( 10
6/ml)  mediante conteo en cámara de 
Newbauer y morfología por la técnica de contraste de fase.  
Finalmente se seleccionaron 91 eyaculados que tenían valores iguales 
o superiores a 70% de motilidad y 91 % de integridad del acrosoma, 
para su dilución en tres diferentes medios: 
 
• DICIP (Diluyente cubano del Instituto de Investigaciones 
Porcinas) 
• D16 (Diluyente reformulación 16 del Centro de Investigaciones 
para el Mejoramiento Animal de la Ganadería tropical)  
• BTS (Beltsville Thaw  Solution). Control 
 
El semen de cada uno de los 91 eyaculados, se diluyó a partes 
iguales en los tres medios. De las combinación de semen diluido en 
los  tres diluyentes, se prepararon 5 dosis para su conservación a 16º 
C ± 1º C.  
A las dosis de semen conservado, cada 24 horas, se les analizo la 
motilidad y el daño en la integridad del acrosoma. 
A las 72 horas de conservación del semen diluido se procedió a la 
inseminación  de 182 puercas cruzadas de segundo y tercer parto 
ubicadas en fincas de productores campesinos. Para inducir el celo de 
las cerdas, se utilizo la hormona PMSG (gonadotropina sérica) en 
dosis de 1000 UI. Las inseminaciones se realizaron a las 72 y 84 
horas, después de inducido el celo.    REDVET. Revista electrónica de Veterinaria. ISSN: 1695-7504 
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En las cerdas se determinó el porcentaje de cerdas gestantes del total 
inseminadas (fertilidad) y el numero de crías nacidas vivas por parto, 
por cada tipo de diluyoconservador.  Los resultados  se procesaron 
estadísticamente mediante el programa estadístico (SAS, 1995).   
 
Materials and Methods 
 
In the semen technology laboratory of the Institute of Tropical Animal 
Breeding, 108 ejaculates from 9 Large White boars, were processed.   
Seminal indicators analysed for each ejaculate were volume, motility, 
spermatic concentration and damage to acrosome integrity. 
Semen collection was made twice weekly through the gloved hand 
technique, with a dummy.  The ejaculate was collected and filtered through 
a double gauze precipitate glass to eliminate contaminant particles and 
secretions from the Cowper gland.  Afterwards, it was placed inside a 
vacuum flask at a temperature of 37°C. 
Immediately after collection, the following semen indicators were 
determined in the laboratory:  volume by means of a graduated test tube 
(ml), motility (%) by microscope appraisal using a hot slide (37°C) at a 100 
x magnification, spermatic concentration ( 10
6/ml) by counts in the 
Newbauer´s chamber and morphology by the contrast phase technique. 
Finally, 91 ejaculates showing equal or higher values to 70% motility and 
91% acrosome integrity, were selected for their dilution in three different 
means: 
 
   DICIP (Cuban extender from the Institute for Pig Research) 
   D16 (Extender Reformulation 16 of the Institute of Tropical Animal   
       Breeding) 
  BTS (Beltsville Thaw Solution) Control 
 
The semen of each of the 91 ejaculates, was diluted at equal parts in the 
three media.  From the combination of diluted semen in the three 
extenders, 5 dosages were prepared for their preservation at 16°C ± 1°C. 
Motility and damage to acrosome integrity were analyzed in the preserved 
dosages every 24 hours. 
At 72 hr of diluted semen preservation, 182 crossbred sows of second and 
third farrowings and located in small holders farms, were inseminated.  For 
inducing sow heat, PMSG (seric gonadotropine) hormone in dosages of 1000 
IU , was used.  Inseminations were carried out  72 and 84 hours after  heat 
was induced. 
The percentage of pregnant sows of the total inseminated (fertility) and the 
number of born alive litter per farrowing, were determined for each type of 
preserving extender.  Results were statistically processed through SAS 
(1995). 
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Resultados y discusión 
 
En la tabla 1 se observa la motilidad de los diferentes diluyentes 
hasta las 72 horas de conservación (columnas).  
Tabla 1: Comparación de la motilidad (%) hasta las 72 horas, entre 
los tres diluyo-conservadores. 
Diluyente  No.  30 min  24 h  48 h  72 h  Medi
a 
D.E 
DICIP 91  64.25 
a 45.75 
c 38.75 
c 24.12 
c 43,21 16,66 
D16 91  69.75 
a 65.75 
a 60.50 
a 55.25 
a 62,81 6,30 
BTS 
(control) 
91 68.50 
a 64.25 
a 59.50 
a 54.25 
a 61,62 6,13 
Letras diferentes difieren para columnas para (p<0.001) 
D.E: Desviación Estándar 
No.: Número de eyaculados 
No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de 
motilidad entre los diluyentes  D16 y  BTS hasta las 72 horas, a 
diferencia del DICIP, en el cual la motilidad disminuyó   
significativamente (p<0.001), respecto al control, a partir de las 24 
horas.  
Las reducciones en el porcentaje de motilidad a las 72 horas, fueron 
de 45.88, 14.75 y 15.75 para el DICIP, D16, y BTS, respectivamente. 
Los dos últimos valores, son ligeramente inferiores, a lo publicado por 
Paulenz y col,  (2000) quienes observaron 19 % de disminución de la 
motilidad a las 72 horas de conservación del semen en el medio BTS.  
La perdida de la motilidad se debe a diferentes factores, 
principalmente a la duración del periodo de conservación.  Así   
Hernández y col., (2004) observaron un  decrecimiento  del 7% de la 
motilidad cada 24 horas, en el medio D16 y Kommisrud y col, (2002) 
encontraron similares resultados con un semen conservado por 5 días 
en el medio BTS. 
En la figura 1, se observa los resultados del análisis de la motilidad 
de cada uno de los diluyentes. En los medios BTS y D16 no existieron 
diferencias significativas en el porcentaje de motilidad, hasta las 48 
horas posteriores a la dilución. A las 72 horas se encontraron 
diferencias significativas (p<0.001) para ambos diluyentes.  En el 
diluyente DICIP, por el contrario, se observaron disminuciones 
significativas, durante todo el período estudiado.  REDVET. Revista electrónica de Veterinaria. ISSN: 1695-7504 
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Figura 1: Comparación de la motilidad (%) dentro de un mismo 
diluyente 
 
A l  r e f e r i r n o s  a l  d a ñ o  e n  l a  i n t e gridad del acrosoma (Tabla 2) Se 
observó un incremento del mismo en el medio DICIP (35.85%) a las 
72 horas, con diferencia significativas (p<0.001) respecto al control, 
mientras que el diluyente D16, no difirió significativamente del 
control a las 72 horas  (15.88 y 16.03 %,   respectivamente).  
Kommisrud y col, (2002) hallaron alta significación (p<0.001) en la 
reducción de la integridad acrosomal, en función de la duración del 
periodo de conservación, en estudios utilizando con el diluyente BTS.  
 
Tabla 2: Comparación del porcentaje de daños en la integridad del 
acrosoma hasta las 72 horas entre los diferentes diluyo-
conservadores. 
Letras diferentes difieren para columnas  para (p<0.001) 
D.E: Desviación Estándar 
No.: Número de eyaculados 
Int. Acr.: Porcentaje de integridad del acrosoma 
 
Diluyente No. 
Int. Acr. 
(%) 
24 h  48 h  72 h 
Medi
a 
D.E 
DICIP  91       8.8  17.45
c 27.56
c 35.85
c 26,95 9,21 
D16  91       8.8  12.25
a 14.62
a 15.88
a
  14,25 1,84 
BTS 
(control) 
91       8.8  11.95
a 14.32
a 16.03
a 14,1 2,04 REDVET. Revista electrónica de Veterinaria. ISSN: 1695-7504 
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En la figura 2  se observa el comportamiento de la  integridad del 
acrosoma para cada diluyente de forma independiente, hasta las 72 
horas de conservación.  
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Figura 2: Comparación del porciento de integridad del acrosoma 
dentro de un mismo diluyente 
 
El diluyente D16 no mostró reducciones significativas de la integridad 
del acrosoma y fue muy estable hasta las 72 horas de conservación, 
mientras que el diluyente BTS, se mantuvo estable  hasta las 48 
horas, pero con diferencias significativas (p<0.001) entre 24 y 72 
horas de conservación.  El diluyente DICIP manifestó un significativo 
decrecimiento  respecto a la integridad del acrosoma, durante todo el 
experimento.  
Es probable que una de las causas de la baja viabilidad espermática y 
del  alto porcentaje de daños en la integridad del acrosoma, 
encontrados en el semen diluido en el medio DICIP, se deban a la 
composición del mismo.  El  DICIP es un medio conservante con 
características ligeramente ácidas (pH de 6.1 a 6.3) y es conocido 
que medios ácidos o básicos, pueden dañar a los espermatozoides y 
provocar su rápida muerte, así  como disminuir la motilidad de los 
espermatozoides  y aumentar el daño a la integridad del acrosoma.   
Se realizó la prueba de fertilidad entre los diluyentes de mejor 
comportamiento D16 – BTS (tabla 3)  encontrándose diferencias 
significativas (p<0.001) para la fertilidad  entre ambos medios, se 
observó un mejor comportamiento en el diluyente D 16 (86,4 y REDVET. Revista electrónica de Veterinaria. ISSN: 1695-7504 
2009 Vol. 10, Nº 4 
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71,9), estos resultados coinciden con autores como Hofmo (1998) 
quienes utilizando el diluyente BTS, señalan una reducción 
significativa de la fertilidad cuando esta medio es utilizado por más de 
48 horas, mientras que el número de lechones nacidos totales (LNT) 
y nacidos vivos (LNV) decrece significativamente en 24 horas de 
conservación, por otra parte Johnson y col, (1988) al estudiar el 
diluyente BTS frente al medio MR-A y al Modena hasta los 4 días de 
conservación, encontraron que las cerdas inseminadas con BTS 
obtuvieron una fertilidad del 79.3% con 10.7 lechones nacidos vivos. 
En nuestro estudio no se encontraron diferencias significativas para el 
indicador de crías nacidas vivas por partos entre estos diluyentes 
(D16 y BTS).   
Tabla 3: Prueba de fertilidad 
 
Diluyente Hembras 
Inseminadas 
% gestadas  Nacidos vivos  
D 16  91  86,4 
a 10,17 
BTS 91  71,9 
b 9,82 
          Letras diferentes difieren para (p<0.001) 
 
 
Results and discussion 
 
There were no significant differences in the motility percentage between 
D16 and BTS extenders until 72 hours, differing from DICIP, in which 
motility significantly (p< 0.001) decreased, as regard the control from 24 
hours. 
Decreases in motility percentage at 72 hours were 45.88, 14.75 and 15.75 
for DICIP, D16 and BTS, respectively.  The two latter values are slightly 
lower, to that published by Paulenz y col., (2000) who found 19% motility 
decrease at 72 hours of semen preservation in the BTS medium.  
The motility loss is due to different factors, mainly to the duration of the 
preservation period.  Thus, Hernández y col., (2004) observed a 7% 
motility decrease every 24 hoursr in the D16 medium and Kommisrud y 
col., (2002) found similar results with a semen preserved for 5 days in the 
BTS medium. 
 
Results of the motility analyses from each extender are set out in figure 1.  
There were no significant differences in the BTS and D15 media in regard to 
motility percentage until 48 hours after dilution.  At 72 hours there were 
significant (P 0.001) differences for both extenders.  On the contrary, in the 
DICIP extender, there were significant decreases throughout the whole 
period studied. 
 
Regarding acrosome integrity damage (Table 2), there was an increase in 
DICIP (35.85%) medium at 72 hours with a significant difference (P 0.001) 
with respect to the control, while the D16 extender did not differ 
significantly from the control at 72 hours (15.88 and 16.03%, respectively). REDVET. Revista electrónica de Veterinaria. ISSN: 1695-7504 
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Kommisrud y col., (2002) found a high significance (P 0.001) in the 
reduction of acrosome integrity, in function of the length of the preservation 
period, in studies using BTS extender. 
 
The D16 extender did not show significant acrosome integrity reductions 
being highly stable until 72 hours of preservation, while the thaw solution 
BTS, was stable until 48 hours, but with significant (P 0.001) differences 
between 24 and 72 hours of preservation. The DICIP extender show a 
significant decrease of acrosome integrity throughout all the experiment. 
Probably one of the causes of the low spermatic viability and high 
percentage of acrosome integrity damages found in the diluted semen in 
the DICIP medium, are due to its composition.  DICIP is a preserving mean 
with slightly acid (pH 6.1 to 6.3) characteristics and it is known that acid or 
basic media, can damage spermatozoa and provoke their rapid death, as 
well as to decrease the motility of the spermatozoa and increase the 
acrosome integrity damage. 
In table 3 are set out the results from the fertility test of the D16 and BTS 
extenders which were of best performance.  There were significant (p < 
0.001) differences for the fertility in both media, with the highest fertility 
percentage in the D16 (86,4 y 71,9) extender, results found with BTS, 
coincide with those found by Hofmo y col., (1998).  These authors observed 
the significant fertility reduction when this medium is used after a 
preservation period of 48 hours.  Likewise, they indicate that from 
preservation periods longer than 24 hours, there is a significant decrease of 
the number of total piglets born (NTP) and born alive (PBA) per litter. 
Johnson y col., (1988) on comparing BTS, MR-A and Modena extenders, by 
preservation periods of up to 96 hours, found that sows inseminated with 
BTS had a fertility of 79.3% with an average of 10.7 piglets born alive in 
the litter.  In our study, when D16 and BTS extenders were compared, no 
significant differences were found for the average number of piglets born 
alive per litter. 
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